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(57) Abstract 

A method for exposing one or more synthetically-produced nucleotide RN A or DNA sequences in liquid phase and in the 
presence of excess deoxynucleotides or nucleotides and a predetermined polymerase respectively, from a primer oligonucleotide 
hybridized with a nucleic add which is to be detected in a biological sample. Said method includes exposing in the sample the 
production of pyrophosphate (PPi) resulting from the synthesis reaction of the specific nucleotide sequences). 

(57)Abrege 

L'invention concerne un precede pour la revelation en phase liquide d'une ou plusieurs sequences nucleotidiques d'ARN 
ou d'ADN produites par synthese, en presence respectivement de desoxynucleotides ou de nucleotides en exces et d'une polyme- 
rase detenninee, a partir d'un oligonucleotide amorce hybride avec un acide nucleique que Ton cberche a detecter dans un echan- 
tillon biologique, caracterise en ce qu'il comprend la mise en evidence dans rechantillon de la production de pyrophosphate 
(PPi), resultant de la reaction de synthese de la (ou des) sequences) nucleotidique(s) specifique(s). 
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Detection non radioactive de la pr esence d'un 
acide nuoleloue determine dans nn echantillon 
biologique . 

L' invention conceme la revelation in_vit£S de la 
presence d'un acide nucleique determine, ou la 
detection d'un evenement particulier au sein d'un acide 
nucleique present dans un echantillon biologique. Plus 
precisement 1' invention a pour objet un procede pour 
reveler dans un echantillon biologique une sequence 
nucleotidique synthetisee a partir d'un acide nucleique 
recherche dans 1 'echantillon, le cas echeant apres 
amplification. 

L' invention propose des moyens de revelation de la 
presence d'un acide nucleique recherche dans un 
echantillon, plus performants que ceux disponibles 
actuellement. En ce sens la technique de detection (ou 
de revelation) selon 1' invention apporte une fiabilite 
plus grande a sensibilite de detection egale et 
eventuellement une sensibilite plus elevee que les 
techniques connues jusqu'a present. Elle est en outre 
plus simple a mettre en oeuvre et se prete par 
consequent a 1 'automat isation. Cette aptitude a 
l'automatisation presente un interet particulier pour 
1» utilisation en routine dans le secteur medical mais 
aussi dans divers types d» industries comme l'industrie 
agr o-al imentaire . 

La technique de 1» invention est d'autant plus 
appreciable qu'elle ne necessite pas 1 'utilisation de 
produits radioactifs. 

Ce procede de revelation a en outre l'avantage de 
pouvoir etre integre dans differents procedes 
habituellement destines a la detection d- acide 
nucleique apres synthese de sequences nucleotidiques 
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qui en derivent (sequences nucleotidiques neo- 
synthetisees) , en intervenant au stade de la revelation 
des produits de synthese. Le procede de revelation 
permet avantageusement 1'automatisation accrue de tels 

precedes de detection. 

I,' invention propose egalement un kit pour la 
detection in vitro dans un echantillon biologique d'un 
acide nucleique determine, cette detection faisant 
intervenir une etape de mise en evidence d'une sequence 
nucleotidique neo-synthetisee a partir de cet acide 

nucleique. m 

Un procede pour la revelation en phase liquide, 
d'une ou plusieurs sequences nucleotidiques d'ADN ou 
d'ARN produites par synthese en presence 

respectivement de desoxynucleotides ou de nucleotides 
en exces et d-une polymerase determinee, a partir d'un 
nucleotide amorce hybride avec un acide nucleique que 
1-on cherche a detecter dans un echantillon biologique, 
est selon 1' invention caracterise en ce qu'il comprend 
la mise en evidence dans 1« echantillon, de la 
production de pyrophosphate (designe egalement dans la 
suite par PPi) , resultant de la reaction de synthese de 
la (ou des) sequence (s) nucleotidique (s) 

specif ique(s) . 

La sequence ou les sequences nucleotidiques 
specif iques neo-synthetisees a partir de 1 « echantillon 
biologique peuvent etre obtenues quelle que soit la 
nature de 1' acide nucleique recherche dans 
!■ echantillon, qu'il s'agisse d'ADN, d'ARN ou d'ADNC 
synthetises a partir de 1'ARN ou de 1'ADN recherche 
present dans 1' echantillon. 

II est suffisant d'ajouter les nucleotides ou les 
desoxynucleotides en exces des lors que la quantite de 
PPi forme par la reaction de synthese n'est pas 
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modifiee par la presence de ces nucleotides ou 
desoxynucleotides a l'etat libre dans le melange. 

Notons aussi que les sequences nucleotidiques 
neo-synthetisees sont des sequences d'ADN, d»ADNc ou 
d'ARN selon la nature de l'acide nucleique initialement 
present et selon les conditions de reaction choisies 
pour la synthese en particulier selon la nature des 
polymerases et nucleotides. 

Le procede selon 1* invention permet la detection 
de sequences nucleotidiques produites par synthese soit 
d'une unique copie, soit de plusieurs sequences 
nucleotidiques eventuellement a 1* issue de plusieurs 
etapes de synthese. Le procede de revelation deer it 
ci-dessus est de f aeon particulierement interessante 
adapte a la revelation de sequences nucleotidiques 
produites par synthese en phase solide ou egalement par 
synthese en phase liquide. 

Le choix d'effectuer un unique cycle ou plusieurs 
cycles de synthese, est determine en fonction selon des 
parametres habituellement consideres selon le type 
d'acide nucleique recherche et en particulier en 
fonction de la quantite presumee plus ou moins grande 
de copies de l'acide nucleique que l'on cherche a 
detecter dans 1 • echantillon biologique. 

par exemple lorsqu'il s'agit de rechercher un 
evenement rare tel qu'un genome viral il est necessaire 
de realiser prealablement une amplification par 
plusieurs cycles de synthese. 

En revanche lors de detection d'une infection par 
un organisme pathogene, 1« amplification pourra etre ou 
non necessaire en fonction du stade de 1' infection. 

L' amplification peut egalement etre evitee lorsque 
l»on cherche a detecter une mutation dans le genome 
humain. 
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Les desoxynucleotides utilises pour cette reaction 
de synthese d'ADN sont encore designee de facon 
generale par 1 'abbreviation dXTP qui designe les guatre 
desoxynucleotides dATP, dGTP, dCTP, dTTP. 

La polymerase choisie pour effectuer la reaction 
de synthese est une polymerase habituellement utilisee 
dans ce type de reaction, que ce soit pour 1' elongation 
d'une unique copie a partir d'un acide nucleique 
present ou pour la multiplication du nombre de copies 
par exemple pour 1 -elongation d'un nombre exponentiel 
de copies par exemple par le biais d'une reaction de 
type PCR (Polymerase Chain Reaction). De telles 
polymerases sont par exemple des polymerases 
thermostables du type Tag polymerase ou toute enzyme 
possedant une activite polymerase 3', 5,' capable de 
synthetiser dans des conditions determines le bnn 
complementaire d'un acide nucleique present - dans 

l'echantillon. 

On peut utiliser aussi des polymerases non 
thermostables comme la polymerase de Klenow, notamment 
lorsque la detection de PPi est realises sur une copie 
simple de 1' acide nucleique recherchee. Une ARN 
polymerase sera choisie pour synthetiser de I'M*. 

La nature de 1' enzyme polymerase ainsi gue la 
quantite de desoxynucleotides presents dans la reaction 
de synthese peuvent aussi de maniere avantageuse, etre 
determinees en fonction de la longueur de 1' acide 
nucleique dont on cherche a synthetiser une ou 
plusieurs copies et en fonction de la nature de la ou 
des sequences neo-synthetisees selon qu'il s'agxt 
d'ADN, notamment d'ADNc, ou d'ARN. 

Par ailleurs, la synthese d'ARN ou d'ADN peut etre 
effectuee a partir par exemple d'une amorce specifique 
d'un gene donne capable d'hybrider avec un acide 
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nucleique, notamment ARN recherche ou a partir 
d' amorces non specif iques telles que des 
polynucleotides (poly A par exemple) . 

La synthese d'ADNc peut etre realisee en faisant 
reagir une transcriptase inverse (ou reverse 
transcriptase, RT) a partir d'une amorce capable 
d'hybrider specif iquement ou d'une amorce de 
polynucleotides (poly A, poly T) , avec un acide 
nucleique recherche. 

Les conditions de stringence mises en oeuvre pour 
effectuer 1 » hybridation sont les conditions habituelles 
utilisees en particulier dans les reactions de PCR, 
notamment des conditions de stringence forte pour 
assurer 1 'hybridation specif igue des amorces sur les 
acides nucleiques utilises comme matrices. 

Des conditions de plus faible stringence sont 
acceptables lorsque les acides nucleiques que l'on 
cherche a detecter sont de nature telle ou en quantite 
telle que des m6sappariements des amorces utilisees ne 
modifient pas le rdsultat du ou des cycle (s) de 
synthese ou pennettent d» amplifier simultanement les 
differents membres d'une famille genique. 

II est entendu que les syntheses dont il est 
question ci-dessus sont effectuees soit a partir 
d* acide nucleique double brin, apres une etape de 
denaturation, soit a partir d' acide nucleique simple 
brin. 

II est tout a fait interessant et fondamental dans 
le cadre de la realisation de 1' invention, de remarquer 
que la quantite de pyrophosphate produit dans le cadre 
de la reaction de synthese de sequences nucleotidiques 
particulieres, coincide de facon directement 
proportionnelle avec la quantite de nucleotides 
incorpores dans la sequence synthetisee au cours de la 
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reaction. Par consequent la quant ite de PPi produit est 
directement proportionnelle a la quantite de sequences 
nucleotidiques dont on connait la longueur, produites 
au cours de la synthese. La quantity de PPi produit 
permet done de deduire le poids de sequences 
nucleotidiques obtenues et en consequence en fonction 
du nombre d»etapes de synthase, on peut en ddduire la 
quantite en poids d 1 acide nucleique present dans 
l'echantillon. 

On peut egalement exprimer la quantite de PPi 
produit en quantite molaire, e'est a dire en quantite 
molaire de nucleotides incorpores ce qui correspond a 
la quantite molaire de sequences nucleotidiques 
synthetisees (egalement designees par acides nucldiques 
neo-synthetis£s ou sequences nucleotidiques neo- 

synth6tis£es) . 

Le procede de revelation selon 1» invention permet 
done d«obtenir tres rapidement des resultats quant a la 
quantity d« acides nucleiques neo-synth£tis6s, et ce par 
exemple par reference a une courbe preetablie qui 
traduirait la quantite de nucleotides incorpores dans 
un acide nucleique (par exemple en ordonnee) en 
fonction de quantites de pyrophosphate produit au cours 
de cette incorporation (par exemple en abscisse) . 

Une fois etablie, une telle courbe peut etre 
utilisee comme reference, quelle que soit la 
composition de 1' acide nucleique recherche, puisque la 
production de pyrophosphate est independante de la 
nature de l 1 acide nucleique (ADN, ARN) , de la nature et 
de l'ordre (sequence) des nucleotidiques. 

La mise en oeuvre du procede de revelation dont la 
definition est donnee ci-dessus, peut etre adaptee 
selon les besoins- On peut en effet doser la quantite 
de pyrophosphate produit, a 1' issue de l'etape de 
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synthase lorsqu'elle est unique ou & l 1 issue de 
1 1 ensemble des stapes de synthese, par exemple a la fin 
d'un nombre determine de cycles de PGR. 

On peut egalement doser la quantity de 
pyrophosphate produit a un moment determine ou a 
intervalles de temps determines au cours de la reaction 
de syn these. 

Selon tin premier mode de realisation du proc6d6 de 
revelation de 1* invent ion , la mise en evidence et le 
cas 6ch6ant le dosage quant itatif du pyrophosphate 
produit par synthase de la (ou des) sequence (s) 
nucieotidique (s) a partir d'un acide nucieique present 
dans un 6chantillon, sont effectues apres un nombre 
determine de cycles d' amplification genique, notamment 
par polymerisation de chaine (PGR) . 

Dans certains cas il peut Stre inter essant de 
mettre en evidence la seule production de pyrophosphate 
dans un echantillon place dans des conditions propres a 
la synthese de sequences nucleotidigues particuliferes, 
cette mise en evidence ne necessitant pas de recourir 
ensuite au dosage. En effet selon la nature de I 1 acide 
nucieique que l'on cherche a determiner, il n'est pas 
necessairement indispensable d'obtenir un resultat 
quant itatif. 

Au contraire dans d'autres cas le dosage 
( quant itatif ) de PPi doit fetre ef fectue pour determiner 
exactement la quantite d'acides nucieiques neo- 
synthetises. 

La compatibility du procede de 1' invention avec la 
realisation de la revelation & differents moments au 
cours de plusieurs etapes de synthase, permet notamment 
en cas d 1 amplification genique, par exemple par PCR, de 
realiser cette revelation a intervalles reguliers 
predetermines et eventuellement egalement a I 1 issue de 
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1« ensemble des etapes d 1 amplification genique. Ceci 
permet de determiner la cinetique de la synthase et 
ainsi de dif f erencier le bruit de fond gen6re par la 
presence de contaminants notamment le PPi contaminant 
des reactifs, de la reaction specif ique dans la mesure 
ou la cinetique du bruit de fond est differente de 
celle de la reaction specif ique. 

Selon un autre mode de realisation du procede de 
revelation de 1» invention, le recours & 1» amplification 
genique prealablement a la revelation n'est pas 
necessaire. C'est le cas notamment lorsque l 1 acide 
nucleique que l^n cherche a detecter est present en 
quantite suffisante pour etre detects sur la base d'un 
unique cycle de synthese. Dans ce cas chaque acide 
nucleique present dans 1 ■ echantillon biologique est 
copie au cours d'une unique etape. 

Outre l'efficacite du precede de revelation, due a 
la nature du marqueur choisi pour la revelation de la 
presence d f un acide nucleique dans un echantillon 
biologique donne, le procede decrit dans les pages 
precedentes a egalement l r avantage de permettre une 
detection et le cas echeant un dosage aise du 
pyrophosphate produit. En effet tous les moyens 
chimiques ou physiques appropries pennettant de 
detecter et le cas echeant de doser du pyrophosphate 
peuvent etre employes dans le cadre de l 1 invention. 

De plus la detection ou la quantification du 
pyrophosphate produit est avantageusement realisee en 
un temps. 

A titre d'exemple la mesure de la quantite de 
pyrophosphate produit correspondant a une quantite 
d'acides nucieiques neo-synthetises peut etre • 
determinee par une methode physique, par exemple par 
RMN. s 
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Cette determination decoule de 1 •application du 
principe selon lequel le spectre de resonance 
magn6tique nucieaire du pyrophosphate est different de 
celui d'un nucleotide triphosphate. Les moyens mis en 
oeuvre pour effectuer la mesure sont les moyens 
class igues de RMN. 

Selon un autre mode de realisation du procdde de 
revelation de !• invention , la determination de la 
quant ite de pyrophosphate produit est effectuee par des 
moyens chimiques, ceci comprenant les reactions 
enzymatiques adapt 6es, et generalement toute reaction 
chimique dependante du PPi f par exemple lorsqu'il 
intervient en tant que r6actif , la reaction donnant 
lieu a un signal de type colorimetrique, luminescent ou 
autre. Avantageusement on aura recours a une ou 
plusieurs reactions enzymatiques enchainees en 
particulier toute cascade aboutissant a un signal 
colorimetrique ou une reaction en bioluminescence. 

Par exemple la quantite de pyrophosphate produit 
dans le cadre du procede de revelation peut etre 
determinee a l 1 issue d'une cascade de reactions 
enzymatiques comprenant les etapes suivantes : 

l'echantillon susceptible de contenir l'acide 
nucieique recherche et en consequence susceptible de 
contenir le pyrophospahte produit a 1 1 issue de la 
synthase ou des syntheses de sequences nucieotidiques 
est mis en contact avec de l 1 Adenosine 5 1 - 
Phosphosulfate (APS) , dans des conditions permettant la 
formation d'ATP, 

- I'ATP obtenu a I 9 issue de I'etape precedente est mis 
en presence de lucif6rine, dans des conditions telles 
que celle-ci est degradee en produisant un signal 
bioluminescent sous forme de photons, 
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- le cas echeant l'intensite du signal bioluminescent 
est lue et correlee a la quantite de PPi ayant reagi. 

La quantite deduite de pyrophosphate ayant reagi 
dans les etapes ci-dessus peut ensuite etre correlee a 
la quantite d'acide nucleique neo-synthetise selon ce 
qui a ere expose precedemment. 

Prealablement a la mesure de la quantite PPi 
produit lors de la reaction de synthese des sequences 
nucleotidiques, une mesure du bruit de fond peut etre 
effectuee. Pour cela, les reactifs utilises pour la 
revelation et le cas echeant la quantification du PPi 
produit lors de la synthese des sequences 
nucleotidiques sont mis en contact avec le milieu dans 
lequel a eu lieu cette synthese, * 1* exception d'au 
moins un reactif necessaire au declenchement de la 
reaction avec le PPi. La lecture de bruit de fond (ou 
"blanc") est alors effectuee. 

Un autre exemple de revelation par voie chimique 
conduit a un signal colorimetrique tel qu'obtenu avec 
une reaction telle que la suivante : 1 • echantillon 
susceptible de cohtenir l'acide nucleique recherche, 
prealablement soumis a un ou plusieurs cycles de 
synthese, selon les modalites decrites dans les pages 
precedentes, et done susceptible de contenir du PPi 
produit a 1» issue de ces syntheses, est mis en contact 
avec une fructose 6-phosphokinase, pyrophosphate 
dependante (aldolase). Le systeme de revelation pour 
mettre en evidence le produit de la reaction peut etre 
le systeme NADH/NAD a l'aide d'une glycerophosphate 
deshydrogenase. Comme precedemment, le signal 
colorimetrique obtenu est ensuite correle a la quantite 
de PPi forme dans 1' echantillon. . 

Ces mesures peuvent comme on l'a deja dit etre 
realisees en fin de reaction ou lors de prelevement 
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seguentiel h intervalle regulier lors dlune 
amplification genique. 

Les r6sultats de la mesure peuvent etre exprimes 
de differences fa?ons : il peut s'agir de la mesure du 
signal brut qui est lineaire en echelle logarithmique, 
de la quantity molaire ou en poids de PPi detecte comme 
equivalent de 1 1 incorporation de nucleotides, du nombre 
de molecules ou du nombre de copies d'une sequence 
d'acide nucieique synth6tisee, de longueur donnee 
(sequence neo-synthetis6e) . 

La technique de revelation pour la detection et le 
dosage eventuel du PPi n'etant pas analytique, la 
specificite de la reaction peut par exemple etre 
assuree en effectuant la synthese des sequences 
nucleotidiques a partir de l'acide nucieique recherche, 
par amplification genique par un systfeme de type PGR 
nichee ("nested PGR") . Ce systeme a notamment ete 
applique & l 1 amelioration de la specificite des 
amplifications geniques par Porter-Jordan J. Med. Virol 
90 30:85-91. Une autre possibilite pour verifier la 
specificite de la reaction de synthese consiste a 
realiser une hybridation avec une sonde specifique de 
l'acide nucieique recherche, selon les techniques 
habituelles en phase solide, a I 1 issue des syntheses 
puis a recopier la sonde retenue apres des 
hybridations. 

Une autre caracteristique interessante dans le 
cadre de l v invention est que le procede de revelation 
decrit ci-dessus peut etre realise en phase homogene et 
par consequent en dehors de toute purification ou 
separation du pyrophosphate produit dans 1 • echantillon 
biologique. Cette revelation en phase homogene peut 
etre effectuee meme lorsque l'acide nucieique source 
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(acide nucleique specif ique que l*on cherche a ddtecter 
dans l^chantillon) est fixe sur une phase solide. 

La revelation en phase homogene selon 1* invention 
est une revelation en phase liquide sans separation 
physique des nucleotides incorpores d'une part des 
nucleotides non incorpores et/ou de leurs produits de 
degradation d » autre part . 

Tenant compte des caracteristiques 6noncees ci- 
dessus on peut designer le precede de 1» invent ion par 
l 1 expression HPPPIM ou H3PIM (abreviation anglaise de 
Homogen Phase PPi Measurement) . 

Lorsque cela est preferable ou necessaire pour la 
sensibility de la methode, I'etape de mise en evidence 
et 6ventuellement de dosage du pyrophosphate est 
neanmoins prec6dee d'un traitement du milieu de 
reaction dans des conditions permettant d^liminer 
1 1 ATP present dans le milieu et le dATP lorsqu'il est 
present, par exemple par addition d § une hexokinase 
conduisant a la formation d f ADP. Le PPi contaminant des 
reactifs en particulier des d6soxynucl6otides non 
utilises lors de la synthese peut 6galement etre 
elimine par addition d»une pyrophosphatase, elle meme 
neutralisee a la suite de 1 ' elimination des 
desoxynucleotides, par exemple par chauffage. 

L 1 elimination du PPi contaminant permet 
d'attenuer, voire d'eliminer le bruit de fond g6n6re 
par les rdactifs utilises lors de la synthese des 
sequences nucleotidiques , la sensibilite de la 
detection de la presence de PPi pouvant alors atteindre 
1(T 12 M de PPi. 

En outre il peut etre important de s 1 assurer, 
avant d'effectuer la reaction, de la specif icite de 
celle-ci puisque tout acide nucleique neo-synthetise 
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est pris en compte dans la reaction de detection de PPi 
produit par la methode de 1* invention. 

Si necessaire, le cas echeant selon la nature de 
1 'echantillon, 1' Homme du Metier pourra choisir 
conformement aux techniques classiques, des amorces 
tres specifiques et des parametres pour 
1' amplification, egalement specifiques. On peut 
egalement avoir recours a des cinetiques de mesure ou a 
la mesure du niveau de bruit de fond d'un echantillon 
de controle. 

L» invention concerne par ailleurs un procede pour 
le dosage quantitatif de la teneur en sequences 
nucleotidiques synthetisees a partir d'un acide 
nucleique dont on cherche a detecter la presence dans 
un echantillon biologique, caracterise par : 

- la realisation d'un nombre determine de cycles de 
synthese de sequences nucleotidiques (sequences 
nucleotidiques neo-synthetisees) par extension a 
partir d'un oligonucleotide amorce hybridant avec 
1' acide nucleique recherche lorsqu'il est present dans 
1 'echantillon teste, en presence d'un exces de 
desoxynucleotides ou de nucleotides selon que l'on 
recherche respectivement la synthese d'ADN ou d'ARN et 
d'une polymerase determinee, 

- le dosage de la quantite de pyrophosphate produit au 
cours de la synthese des sequences nucleotidiques et le 
cas echeant le rapport de cette mesure au bruit de 
fond, 

- la determination de la quantite de sequences 
nucleotidiques neo-synthetisees presentes dans 
1 • echantillon biologique . 

Avantageusement la determination de la quantite 
d' acide nucleique neo-synthetise present dans 
1' echantillon, est realisee en faisant correspondre la 
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mesure de la quantite de pyrophosphate produit lors de 
la synthese a partir de 1' acide nucleique recherche 
initialement present dans 1' echantillon, avec des 
quantites de pyrophosphate obtenues par synthese 
correlees prealablement a des quantites connues de 
sequences nucleotidiques donnees, rapportees par 
exemple sur une courbe preetablie ou tout diagramme ou 

tableau preetablis. 

Les applications de 1« invention sont nombreuses et 
concement des secteurs tres differents. On peut 
notamment avoir recours aux precedes decrits dans les 
pages precedentes pour la detection in vitro et le cas 
echeant le dosage quantitatif d'un acide nucleique 
caracteristique d'une infection par un organisme 
etranger par exemple viral ou bacterien dans un 
echantillon biologique, en vue du diagnostic d'un etat 
pathologique ou de la caracterisation d'une 

contamination dans un milieu biologique donne. 

On peut done mettre en oeuvre les procedes de 
1» invention pour realiser un precede de diagnostic de 
la presence d'un acide nucleique determine dans un 
echantillon biologique par exemple un echantillon de 
sang ou de serum, ce procede comprenant les etapes de 
synthese d'au moins une copie de l'acide nucleique que 
1'on cherche a detecter et de revelation de la presence 
d'acides nucleiques neo-synthetises, par la mise en 
evidence et le cas echeant le dosage selon le protocole 
decrit plus haut du pyrophosphate produit par la 
reaction de synthese. 

Les moyens de 1' invention sont appropries pour 
mettre en evidence tout type d» acide nucleique qu'il 
soit rare (e'est a dire sous forme d'un tres faible 
nombre de copies) ou non dans un echantillon biologique 
donne. En particulier tout diagnostic comprenant 
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avantageusement des stapes d' amplification genique 
notamment par PGR peut benef icier des moyens de 
revelation ci-dessus d6crits. A titre d^xemple, les 
moyens ci-dessus sont adaptes au diagnostic d'une 
infection par un virus responsable du SIDA tel que le 
virus HIV (encore d6sign6 par VIH) . 

Ces moyens permettent aussi le diagnostic de 
I 1 hepatite B, de l 1 hepatite C, des virus tels que CMV 
ou HFV, et aussi le diagnostic de la presence de 
mycobacteries . 

Une autre application m&dicale de 1* invent ion est 
la detection au sein du genome d 1 anomalies genet iques, 
pouvant resulter de substitution, addition, delation, 
ou inversion de nucleotides au sein d»un acide 
nucleique present dans un 6chantillon biologique. 

Cette technique peut par exemple fitre utilisee 
dams le cas du diagnostic prenatal de certaines 
affections mettant habituellement en oeuvre les 
techniques de PCR. 

Une autre application du proc6de selon 1 • invention 
est le typage tissulaire. 

Ce typage peut etre effectue a partir d'une copie 
de l'ADN d'un individu r6alisee lorsque cet ADN est 
specifiquement retenu par un oligonucleotide sur une 
phase solide. On peut egalement avoir recours h une 
amplification genique specif ique d '-alleles ou de 
groupes de react ivite croisee real i see avec un 
nucleotide specifique et un nucleotide non sp6cifique 
d 1 alleles. Le typage d' histocompatibility peut alors 
etre effectue a l'aide d'une serie de reactions 
permettant de determiner de quels alleles le sujet chez 
lequel est effectuee la recherche est porteur, a chaque 
locus du Complexe Majeur d'Histocompatibilite. 
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Dn autre type d • application des techniques de 
1. invention, dans des domaines different* comme par 
exemple 1 ' experimentation sur un modele pharmacologique 
ou dans le cadre d'un examen de physiopathologxe, est 
la quantification de 1 -expression d'un gene donne dans 
une cellule. 

Par exemple on peut quantifier 1 ' ARN codant pour 
une interleukine choisie en determinant la quantite de 
copies de cet ARN qui peut etre produite par la 
cellule, sous forme d'ADNc ou d'ARN. 

La technique de 1' invention off re en particulxer 
1-avantage tout a fait interessant de ne pas necessiter 
de purification pour separer 1 'ARN produit par le gene 
specifique etudie des autres ARN cellulaires. 

Le domaine medical n'est cependant pas le seul 
conceme par les applications du precede selon 
1' invention. Au contraire on peut mettre en pratxque 
les moyens decrits plus haut dans tout processus de 
contr61e au niveau d'un materiel biologique de la 
presence de contamination par des microorganismes par 
exemple dans 1' Industrie agro-alimentaire, pour 
detecter la presence d'une contamination partxculxere 
dans des echantillons d« aliments. 

De facon generale, 1' invention foumit des moyens 
pour realiser le controle de qualite de reactifs, 
utilises ou non dans le domaine medical. Par exemple 
1' invention off re des moyens pour toute operation de 

controle de qualite. 

A titre d- exemple on peut citer la recherche de 
bacteries du genre Listeria dans les produits lactes. 

L« invention foumit egalement des moyens 
permettant le controle par exemple du transfert d'un 
acide nucleique heterology determine dans des couches 
cellulaires donnees en vue de leur recombinaison; la 
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mise en evidence de la recombinaison peut etre 
effectuee par detection d'acides nucleiques neo- 
synthetises a partir de l'acide nucleique heterologue 
que l'on a integre dans la cellule et ce au moyen du 
pyrophosphate produit par la reaction de synthese. 

L« invention vise par ailleurs un kit pour la 
detection in vitro de la presence et eventuellement de 
la teneur en un acide nucleique determine dans un 
echantillon biologigue par detection de sequences 
nucleotidiques neo-synthetisees d'ADN ou d'ADNc, 
caracterise en ce gu'il comprend: 

- les desoxynucleotides dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 

- une polymerase determinee de preference une 
polymerase, par exemple une polymerase thermostable 
adaptee a 1' amplification genique par PCR, telle que la 
Taq polymerase, 

- un reactif pour reveler dans un milieu en phase 
liguide la presence de pyrophosphate, ce reactif 
pouyant comprendre une ou plusieurs enzymes dependantes 
du pyrophosphate, susceptibles de se comporter comme 
marqueur (s) bioluminescent (s) ou comme marqueur (s) 
colorim6trique (s) . 

L* invention vise aussi un kit pour la detection 
in vitro de la teneur en un acide nucleique determine 
dans un echantillon biologique par la detection de 
sequences neo-synthetisees d'ABN , caracterise en ce 
qu'il comprend: 

- les nucleotides ATP, UTP, CTP, GTP, 

_ une ARN polymerase determinee, par exemple une 
polymerase adaptee a 1 • amplification genique par PCR, 

- un reactif pour reveler dans un milieu en phase 
liquide la presence de pyrophosphate par mise en oeuvre 
du procede selon 1' invention, par exemple une ou 
plusieurs enzymes dependantes du pyrophosphate, 



WO 92/16654 



PCIYFR92/00251 



18 



susceptibles de se comporter comme marqueur (s) 
bioluminescent (s) ou comme marqueur (s) colorimetrique 
(s). 

Ce kit peut par exemple etre mis en oeuvre pour 

detecter l'ADNc. 

Comme cela etait precise plus haut, le procede de 
revelation selon 1" invention permet d'envisager la 
realisation d« automates pour la detection d'acides 
nucleiques dans des echantillons determines, de tels 
automates pouvant comprendre les moyens suivants : 
- un dispositif permettant de prelever, le cas echeant 
sequentiellement, des microvolumes dans le milieu de 
reaction, d'incuber ces microvolumes dans une cellule 
de lecture par exemple un luminometre en presence des 
reactifs permettant la caracterisation de la presence 
de PPi et eventuellement de doser la quantite de PPi, a 
1» exception d'au moins un reactif necessaire a la 
reaction avec le PPi (reactif manquant) , et ce pour 
realiser la mesure du blanc (ou temoin) , 
_ moyens permettant d'ajouter le reactif manquant, 
d'incuber le temps necessaire a la reaction et de 
mesurer a nouveau le signal dans le milieu de reaction 
apres le declenchement de la reaction mettant en oeuvre 
le PPi, selon des temps predetermines. 

Eventuellement apres le prelevement des 
microvolumes, le dispositif permet d'incuber cet 
echantillon avec un melange reactionnel de destruction 
de certains constituants notamment de destruction du 
dATP ou de 1»ATP et de chauffer a nouveau pour detruire 
1* enzyme ayant agi sur le dATP et/ou l'ATP. 

Les exemples qui suivent decrit la mise en oeuvre 
du procede de 1' invention pour detecter un ADN 
amplifie. 
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D'autres caracter'istiques et avantages de 
1* invention apparaissent aussi dans les figures. 
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• FIGURES 

- Figure 1 : 

Phase homogene, non radioactive, detection quantitative 
d' amplification genique 

Evolution du signal de bioluminescence en fonction de 
la guantite d'acide nucleique neo-synthetise de HIV, en 
phase homogene. 

Detection de l'ADN de HIV dilue dans l'ADN genomique 
humain normal. L'ADN des cellules ACH2 contenant une 
copie de HIV par cellule a ete dilue en serie jusqu'a 
une guantite constante d'ADN de 1 jilG, puis soumis a 
une reaction de PCR pour la detection de HIV. Les 
donnees sur l'abscisse sont exprimees sous forme de log 
(1/6 DNA) . Les donnees sur l'ordonnee sont exprimees 
sous forme de log (signal) . Dne settle cellule contient 
jusqu'a 10* 12 jilG d'ADN et une unique copie de HIV. Dne 
representation log/log a conduit a une relation 
lineaire entre le nombre de copies de HIV disponibles 
et la quantite d'ADN synthetise detecte en utilisant le 
systeme HPPPIM. 

- Figure 2 : 

Amplification genique (une copie par genome) 
Revelation en bioluminescence en phase homogene 
Courbe de cinetique obtenue par des mesures de PPi par 
bioluminescence au cours d'un nombre determine de 
cycles d' amplification genique. Le nombre de cycles de 
PCR est indique en abscisse avec en ordonnee le signal 
de bioluminescence. Le signal est exprim€ en nannomoles 
de nucleotides par tube de PCR. 
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- Figure 3 : 

Courbe d'etalonnage repr6sentant des signaux de 
bioluminescence en fonction de quantitds donnees de 
PPi. 

- Figure 4 : 

Detection et quantification du PPi. L'abscisse 
represente la concentration de PPi d6tect6. L'6chelle 
est donnee sous forme de log (l/(mole PPi/ tube de 
luminescence)). L'ordonn6e represente le signal de 
bioluminescence en 6chelle logarithmique. 

- Figure 5 : 

Quantification de 1" expression du gene DQ du complexe 
HIA & partir d'ARNm. La photo a permis de d6tecter un 
fragment d'ADN de 271 bases amplifi6 parmi les ARNm 
extraits des cellules, soumis & un agent stimulant 
pendant dif ferentes p6riodes de temps constitu6 par un 
anticorps monoclonal D1.12 anti-HIA DR pendant 1, 2, 4, 
8 et 24 heures aux lignes 2 et 6 respect ivement. La 
ligne 1 a partir du haut est 1 » 6chantillon controle non 
stimuli repr6sentant le niveau de base de 1 1 expression 
DR HIA. 

Le signal obtenu en utilisant le systeme H3PIM est 
rapports devant chaque ligne et permet de comparer 
1 » intensity de la coloration au bromure d 9 6thidium au 
signal quantitatif mesure. Le signal est exprimS & la 
fois sous forme d 1 unite arbitraire de luminescence/ 
seconde (AU) et sous forme de la concentration molaire 
de nucleotides n6osynth6tises . Le bruit de fond a et£ 
soustrait. 
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- Figure 6 : 

Quantification de l'ADN synthetise en utilisant 
1 'hybridation par amorces au hasard sur l'ADN du phage 
lambda. La quantite d'ADN de lambda introduite dans les 
reactions d' hybridation des amorces au hasard est 
rapportee sur l'abscisse. L'ordonnee montre la quantite 
d'ADN neosynthetise exprime sous forme de moles de 
nucl6otides incorpores. 
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BXEMPLB8 

I Example de detection de 1 1 amplification qenique 
(Saifci et al, 1988, Science 239:487) par 
bioluminescence 

1) Dilution en s6rie de l'ADN viral dans 1 1 ADN 
humain 

L'ADN de la lignee ACH2 (dEcrite par K. Clouse J. 
Immunol 1989, vol. 142:431-438) , contenant une copie du 
virus HIV par genome humain (Schnittman et al, 1990, 
Ann. Int. Med., 113 :438) a 6t6 dilu6 en s&rie dans une 
quantity constante (1 fig) d 1 ADN provenant d'un individu 
sain. lie genome de HIV a 6te d6tect6 en utilisant la 
sonde IAV1 de 25 bases (D'AURIOL L. , Genset, Paris) et 
les amorces SK de 28 bases (Ou et al, 1988, Science, 
239 :295) pour 1« amplification de genes pendant 30 
cycles. Les param&tres de la PCR 6taient : chauffage 
pendant 2 minutes a 94 *C puis hybridation a 60 # C 
pendant 3 minutes et elongation a 72* C pendant 3 
minutes. Une €tape finale d 1 Elongation a dte realis^e 
pendant 7 minutes h 72 *C. 

Apres amplification par PCR le signal a 6te mesur6 
et represents sous forme d'un Log base 10 du nombre 
d'ev£nements (chaque evfenement correspondant a un 
signal de bioluminescence) par minute en ordonnee, 
contre le Log base 10 de la dilution de 1 'ADN de la 
lignee HIV positive. 1.10" 12 g d'ADN correspondent 
approximativement a un genome Equivalent et une copie 
du virus. Le signal est detectable au-dessus du bruit 
de fond jusgu'a 10 copies en manipulation manuelle. 
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Les reactifs mis en oeuvre dans la reaction 
repondent aux caracteristiques suivantes : 

- PPi : PPI 10 H 2 0 : Merck Ref. n' 6591 (PM 446,06) 

- Tris : Merck Ref. n* 8382 (PM 121,14) 

- Eau haute resistivite (> 10 MOhmCm) : echange d'ions 
millipore (MilliQ) 

- Acide acetique glacial 96% : Merck (PM 60,05; 1 litre 
=1,06 kg) 

- APS : adenosine 5 • -phosphosulf ate (sel de sodium) (PM 
427,3) 96% purete conserve a -80 'C : 

Sigma Ref. n' A9266 (livre dans de la carboglace) 
Solution a 0,1 mM en tampon Tris-AcOH 0,1 M pH 7,75 

- Sulfurylase : adenosine 5 • -triphosphate sulfurylase 
(ATP : sulfate adenylytransf erase: EC 2.7.7.4) : Sigma 
Ref. n # A5761 

Solution a 1,8 U/ml de tampon tris-AcOH 0,1 M pH 7,75 

- Milieu reactionnel de la bioluminescence : kit Sigma: 
adenosine 5 • -triphosphate (ATP) Bioluminescent Assay 
Kit, Ref. FL— AA. Le melange reactionnel (FL-AAM) 
contient la luciferase, la luciferine, du MgSO A , de 
l'EDTA, du DTT, de la BSA dans un tampon tricine. II 
est dilue au 1/200 en tampon FL-AAB. 

Reaction : 

Echantillon 

On met en presence dans un premier temps 100 nl de 
AAM dilue au 1/200, 68 fil d'eau, 12 /»1 de sulfurylase 
et 5 ftl de 1 ' echantillon contenant l'ADN de HIV et 
1« acide nucleigue neo-synthetise par amplification 

genigue par PCR. 

La lecture du blanc est faite apres 3 mn de 
contact au moins. Ensuite on ajoute 10 a»1 d'APS qui 
declenche la reaction avec le PPi produit dans 
!• echantillon lors de 1 ' amplification genique. 
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La lecture est effectuee apres une minute 
exactement de la luminescence (moyenne de 1' emission 
pendant 2 secondes sur 30 secondes) . 

II est possible de proceder a un etalonnage 
interne par addition successive de 10* 1 \ 10* 10 , 10" 9 mole 
de PPi dans le tube reactionnel sous 10 pi et lire 30 
secondes apres 1 mm d' incubation. 

Etablissement d'une courbe de re ference externe 

Une autre possibilite est d'effectuer un 
etalonnage externe selon les modalites suivantes : 

100 m1 AAM dilue, 68 pi d'eau, 12 pi de 
sulfurylase et 10 pi d'APS sont mis en contact puis on 
procede a la lecture du blanc. Ensuite on ajoute 10 pi 
de solution diluee de PPi pour avoir une guantite de 
10"" (10 6 M dans le tube de lecture de la luminescence) 
mole de PPi dans le tube et on effectue la lecture 
apres une minute exactement, sur 30 secondes. 

On ajoute 10 pi de solution diluee de PPi pour 
avoir une guantite de 10" 10 (10* 5 M dans le tube de 
lecture de la luminescence) mole de PPI dans le tube et 
on poursuit de la meme facon avec un ajout de 10 pi de 
PPi pour avoir 10" 9 mole de PPi dans le tube. 

Le tableau suivant resume les resultats obtenus : 



Log Signal 
4.225 
4.056 
3.699 
3.279 
3.096 



1/ G DNA Signal 

6 16782 

7 11378 

8 4997 

9 1902 

10 1248 

11 541 
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2) gingtigue de la detection d'une copie 
e yenomiaue unique 

Un fragment de 800 bases du gene CI de 1« esterase 
humaine (Tosi et al, 1987, Biochemistry 26:8516) a ete 
amplifie en utilisant des amorces de 24 bases AS1-AS2 
de l'ADN humain (1 M5/tube) . Le tampon etait prepare 
selon les instructions du fabricant (PERKIN ELMER 
CETOS, Norwalk, CT, USA) . Les etapes de PCR etaient les 
suivantes : chauffer a 94 -c pendant 2 minutes, hybrxder 
a 60-C pendant 3 minutes, proceder a I'elongation a 
72-C pendant 3 minutes. Les echantillons ont ete testes 
apres, 20, 25, 26, 27, 28, 30 et 35 cycles. La PCR a 
ete realisee sur un appareil Techne PHC-1 (Osi-Pans, 
France) (Saiki et al, 1988) . 

Les echantillons etaient prepares selon la 
technique decrite dans la partie 1) en remplacant l'ADN 
de HIV par le gene d'interet. 

II - f^rminatio * T^ntttativ^ i.eroression d'un 

gtogj a l'aide d'ARKm 

L'expression des produits du gene DQ du systeme 
HLA de classe II dans les lymphocytes B de la moelle 
humaine normale, apres stimulation par des 
concentrations differentes d'anticorps monoclonaux 
anti-HIA classe II ou d' interferon alpha, a ete testee 
selon la technique suivante : 

l'ARNm a ete extrait en utilisant le kit RNAzol 
(Bioprobe systems, Montreuil sous Bois, France), l'ADNc 
a ete synthdtise en utilisant la transcriptase inverse 
(BRL, cergy Pontoise, France) et les oligodT (Promega, 
coger, Paris, France) selon les instructions du 
fabricant puis 1« amplification genique a ete effectuee 
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en utilisairt des amorces GH-46, GH-50 (Sharf et al # 
1988 , Science 233 :1076) dans le tampon de PCR Cetus sur 
un appareil PerJcin-Elmer/Cetus PCR. Les param&tres de 
PCR dtaient : 24 cycles de chauffage & 94 # C pendant 1 
minute, hybridation a 57 # C pendant 1 minute et 
extension & 72* C pendant 1 minute. 

Ill- Quantification de I'ADN synth6tis6 par mise en 
oeuvre des procedures a one 6 tape, d 1 hybridation 
d» amorces au hasard 

L 9 ADN du phage lambda a 6t£ soumis & l 1 hybridation 
au hasard en utilisant des hexanucleotides permettant 
la synthase de 1 1 ADN en un temps (Peinberg et al, 1983, 
Anal. Biochem. , 132:6). L 1 hybridation au hasard a 6t6 
r6alisee sur 8,75, 25 and 87,5 nanogrammes d 1 ADN du 
phage lambda selon les instructions du fabricant 
(Boehringer-Mannheim, Penzberg, FRG) • 

IV - R^sultats 

1) Detection du PPi et quantification 

En utilisant les conditions standard rapportees 
dans la partie I, le PPi a pu 6tre d6tect6 et quantifi6 
a un niveau de concentration de 1(T* a 10" 12 moles par 
200 ^tl/tube de lecture de luminescence (2.10* 4 2,10~ 7 M 
dans le tube de reaction PCR). Comme le montre la 
figure 4, le signal 6tait lineaire pour 10* 9 a 10" 11 
moles/tube (2.10" 4 a 2.10* 6 M) en utilisant l'Schelle 
logarithmique . 

Aucune inter f6rence dans la mesure du PPI n'a dt£ 
observ6e par addition d 1 urine chauff6e ou 
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d'ecfaantillons de serum. Le serum chauffe a ajoute une 
guantite significative d'ATP a la mesure du blanc mais 
n'a pas empeche la mesure ulterieure du PPi forme. 

2) tHnetioue de 1 'ampli f ication oenique d'une 
copie unique de l' ADN humain 

La cinetigue de 1 • amplification genigue en 
fonction du nombre de cycles de PCR est montree a la 
figure 2. Les produits de PCR ont ete detectes a partir 
du 20eme cycle. Apres une phase e^onentielle, la 
production de la reaction a decru jusgu'a une phase 
plateau. 

3) Detection de l'ADN de HIV dilue en serie dans 
1 ' ADN genomioue huma in normal 

Comme le montre la figure 1, la guantite d'ADN de 
HIV amplifie est proportionnelle au nombre de copies de 
HIV presentes, conduisant a un signal lineaire selon 
l'echelle logarithmigue. Le seuil pour la detection de 
HIV etait d' environ 10 copies dans cette experience. La 
coloration au bromure d'ethidium et 1 'hybridation avec 
une sonde marquee au *P a conduit au meme seuil pour 
la detection dans cette experience. 

4) Detection quantitativ e de 1' expression du 
gene DO du svstme wta f a partir de l'ARNm 

L' expression du gene DQ du complexe HLA (11* 
Workshop HLA, 1991) Stait entre entre 1 et 20 fois 
comme le montre la figure 5, alors gue le niveau du 
bruit de fond etait 163 AU (AU : unite arbitraire 
correspondant au signal de bioluminescence de la 
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machine) , conduisant a un rapport signal sur bruit 
(signal/bruit) de 5 a 40. Ce signal peut etre 
standardise a I'aide d'une gamme de PPi realisee au 
moyen d 9 line courbe de reference exteme, selon la 
technique d6crite dans la partie I. 

L 1 intensity des bandes color6es au bromure 
d'£thidium 6tait parall&le aux signaux d£tect£s en 
utilisant le systeme HPPPIM (H3PIM) comme le montre la 
figure 5. 

5) Quantification de I'ADN synth6tis6 par les 
techniques d 1 hybridation d 1 amorces au hasard 
et de synthese en un temps 

Le systeme H3PIM 6tait tout & fait appropri6 pour 
obtenir des signaux quant it at if s en utilisant les 
protocoles standard aussi bien pour 1 •hybridation des 
amorces au hasard que pour la procedure H3PIM elle-m&ne 
come le montre la figure 6. 
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REVEKP 1 CAT I O V B 

1. Procede potir la revelation en phase liquide et 
homogene, d'une ou plusieurs sequences nucleotidiques 
d'ADN ou d'ARN, produites par synthese en presence 
respectivement de desoxynucleotides ou de nucleotides 
en exces et d'une polymerase determinee, a partir d'un 
oligonucleotide amorce hybride de facon specif ique avec 
un acide nucleique que l'on cherche a detecter dans un 
echantillon biologique, caracterise en ce qu'il 
comprend la mise en evidence dans 1 'echantillon, de la 
production de pyrophosphate (PPi) , resultant de la 
reaction de synthese de la (ou des) sequence (s) 
nucleotidique (s) specifique (s) . 

2. Procede de revelation selon la revendication 1, 
caracterise en ce que l'on dose la quantite de 
pyrophosphate produit a un moment determine de la 
synthese. 

3. Procede de revelation selon l'une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce que la mise en 
evidence et le cas echeant le dosage quantitatif du 
pyrophosphate produit par synthese de la (ou des) 
sequence(s) nucleotidique (s) a partir d'un acide 
nucleique present dans un echantillon, sont effectuees 
apres un nombre determine de cycles d • amplification 
genique, notamment par polymerisation de chaine (PCR) . 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en 
ce que la mise en evidence et le cas echeant le dosage 
quantitatif du pyrophosphate sont realises a plusieurs 
moments au cours de 1 ' amplification genique, en 
particulier a intervalles reguliers predetermines et/ou 
a 1' issue de 1 • amplification genique, en particulier en 
vue de determiner la cinetique de la synthese. 

5. Procede selon l'une quelconque des revendications 
1 a 3, pour la revelation de la synthese d'une ou 
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plusieurs sequences nucleotidiques, caracteris6 en ce 
que la mise en Evidence du pyrophosphate produit est 
effectuee sur tin echantillon biologique donne soumis a 
une unique etape de syn these. 

6. Proc6de de revelation selon I- 1 une quelconque des 
revendications 1 a 5 f caract£ris£ en ce que la mesure 
de la quantite de pyrophosphate produit est effectuee 
par RMN. 

7 . Proc6d6 de revelation selon 1 1 une quelconque des 
revendications 1 a 5, caract£ris£ en ce que la mesure 
de la quantite de pyrophosphate produit est effectuee a 
1' issue d'une ou plusieurs reactions enzymatiques 
dependantes du PPi, notamment de type colorim£trique ou 
par bioluminescence. 

8. Procede de revelation selon la revendication 7, 
caract6ris6 en ce que la quantite de pyrophosphate est 
determin6e a 1' issue d'une cascade de reactions 
enzymatiques comprenant les stapes suivantes : 

1» echantillon susceptible de contenir I'acide 
nucleique recherche et en consequence susceptible 
de contenir le pyrophosphate produit & I 1 issue de 
la synthese ou des syntheses de sequences 
nucleotidiques est mis en contact avec de 
1 1 Adenos ine 5 v -Phosphosul fate (APS ) , dans des 
conditions permettant la formation d f ATP, 
l^TP obtenu a I 1 issue de l*6tape precedent e est 
mis en presence de luci ferine, dans des conditions 
telles que celle-ci est d^gradee en produisant un 
signal bioluminescent sous forme de photons, 
le cas echeant la lecture de I 1 intensity du signal 
bioluminescent et la correlation avec la quantite 
de PPi ayant reagi. 

9. Procede de revelation selon l f une quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterise en ce que le 
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pyrophosphate mis en evidence et le cas echeant dose 
quantitativement est produit par synthese d'une ou 
plusieurs sequences nucleotidiques specif iques a partir 
d'ADN, d'ARN ou d'ADNc present dans I'echantillon. 
10* Procede selon l'une quelconque des revendications 
la 9, caracteris6 en ce que I'etape de mise en 
evidence et eventuellement de dosage du pyrophosphate 
est precedee d'un traitement du milieu de reaction dans 
des conditions permettant d'une part d'eliminer l'ATP 
present dans le milieu et le dATP, par exemple par 
addition d'une hexokinase conduisant a la formation 
d'ADP, et d 1 autre part d'eliminer le PPi contaminant 
les autres desoxynucleotides par addition d'une 
pyrophosphatase, elle meme neutralist a la suite de 
1» elimination des desoxynucleotides , par exemple par 
chauffage. 

11. Procede pour le dosage quantitatif de la teneur 
en sequences nucleotidiques synthetis£es a partir d'un 
acide nucleique dont on cherche a detecter la presence 
dans un echantillon biologique, caracterise par : 
- la realisation d'un nombre determine de cycles 
d 1 amplification genique par synthese de sequences 
nucleotidiques par extension a partir d ' un 
oligonucleotide amorce hybridant avec 1" acide 
nucleique recherche lorsqu'il est present dans 
1« echantillon teste, en presence d'un exces de 
desoxynucleotides ou de nucleotides selon que l'on 
cherche respectivement la synthese d'ADN ou d'ARN 
et d'une polymerase determinee, 

le dosage de la quantite de pyrophosphate produit 
au cours de 1' amplification genique et le rapport 
de cette mesure au bruit de fond, 
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la determination de la quantite de sequences 
nucieotidiques pr6sentes dans 1 echantillon 
biologique. 

12. Procede de detection selon la revendication 11 
caracterise en ce que la determination de la quantite 
d' acide nucleique present dans 1 'echantillon, est 
realisee apres comparaison de la mesure de la quantite 
de pyrophosphate produit lors de la synthase de 
sequences nucieotidiques & partir de I'acide nucleique, 
avec des quantites connues de pyrophosphate obtenues 
par synthese de quantites connues de sequences 
nucieotidiques donnees, rapportees par exemple sur une 
courbe d'etalonnage preetablie. 

13. Utilisation du procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 & 12 pour la detection in vitro et le 
cas ech6ant le dosage quantitatif d'un acide nucleique 
viral ou d'un acide nucleique bacterien dans un 
echantillon biologique, en vue du diagnostic d'un 6tat 
pathologique ou de la caracterisation d'une 
contamination dans un milieu biologique. 

14. Utilisation du procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 12 pour la detection d'une anomalie 
genet ique, par exemple par substitution, addition , 
deletion, inversion de nucleotides, au sein d'un acide 
nucleique present dans un echantillon biologique. 

15. Utilisation du procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 12, pour le typage tissulaire. 

16. Kit pour la detection in vitro de la teneur en un 
acide nucleique determine dans un echantillon 
biologique par detection de sequences nucieotidiques 
neo-synthetisees d'ADN ou d'ADNc, caracterise en ce 
qu'il comprend : 

les desoxynucieotides dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 
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une polymerase d£termin6e, par exemple une 
polymerase thermostable adaptee a l 1 amplification 
genigue par PCR, telle que la Tag polymerase, 
un rdactif pour reveler dans un milieu en phase 
liguide la presence de pyrophosphate par mise en 
oeuvre du procede selon l f une guelcongue des 
revendications 1 a 11, par exemple une ou 
plusieurs enzymes dependantes du pyrophosphate, 
susceptibles de se comporter comme margueur (s) 
bioluminescent (s) ou comme margueur (s) 
colorimdtrigue (s) . 
17* Kit pour la detection in vitro de la teneur en un 
acide nucleigue determine dans un echantillon 
biologigue par detection de seguences nucleotidigues 
neo-synthetisees d'ARN, caracterise en ce gu'il 
comprend : 

les nucleotides ATP, UTP, CTP, GTP, 

une ARN polymerase determine, par exemple une 

polymerase adaptee a 1 ■ amplification genique par 

PCR, 

un reactif pour reveler dans un milieu en phase 
liguide la presence de pyrophosphate par mise en 
oeuvre du procede selon I 1 une guelcongue des 
revendications 1 a 11, par exemple une ou 
plusieurs enzymes dependantes du pyrophosphate, 
susceptibles de se comporter comme margueur (s) 
bioluminescent (s) ou comme margueur (s) 
colorimetrigue (s) . 
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